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Abstract 
Moringa oleifera is one of plant that has been widely used in traditional medicine 
industry. Several studies have reported that M. oleifera leaf extract has 
antiproliferative activity in several cancer cells, including HepG2 liver cancer cells, 
A549 lung cancer cells, Caco-2 colon cancer cells and MDA-MB-231 breast cancer 
cells, but studies on T47D breast cancer cells have not reported yet. Therefore, this 
study aimed to determine the anticancer activity of M. oleifera leaves on T47D 
breast cancer cells. M. oleifera leaves extract was obtained by extraction using 
ethanol then fractionated with n-hexane and ethyl acetate. Cytotoxic activity was 
determined under MTT assay. Apoptosis induction was performed using Annexin V-
PI staining method and analyzed by flow cytometry. Molecular study was also 
carried out through observation of regulatory apoptotic protein, namely Bcl-2 by 
immunocytochemistry method. Based on the result, T47D cells treated with ethyl 
acetate fraction of M. oleifera leaves showed medium activity as an anticancer with 
IC50 values of 243.58 μg/mL. Detection of apoptosis showed that ethyl acetate 
fraction of M. oleifera leaves induced apoptosis. Immunocytochemistry observations 
showed that ethyl acetate fraction of M. oleifera leaves decreased expression of Bcl-
2 protein. 
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Aktivitas Sitotoksik Fraksi Etil Asetat Daun Kelor (Moringa 
Oleifera) dan pengaruhnya Terhadap Induksi Apoptosis Pada Sel 
Kanker Payudara T47D 
 
Abstrak 
Tanaman kelor (Moringa oleifera) adalah salah satu tanaman yang telah banyak 
digunakan dalam industri pengobatan tradisional. Beberapa penelitian telah 
melaporkan bahwa ekstrak daun M. oleifera memiliki aktivitas antiproliferatif pada 
beberapa sel kanker, di antaranya terhadap sel kanker hati HepG2, sel kanker paru 
A549, sel kanker kolon Caco-2 dan sel kanker payudara MDA-MB-231, namun 
penelitian terhadap sel kanker payudara T47D belum dilakukan. Oleh karena itu, 
penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antikanker daun M. oleifera 
terhadap sel kanker payudara T47D. Ekstrak daun M. oleifera diperoleh dengan 
cara ekstraksi menggunakan pelarut etanol, kemudian difraksionasi dengan pelarut 
n-heksana dan etil asetat. Uji sitotoksik yang dilakukan pada penelitian ini 
menggunakan metode MTT assay. Pengujian terhadap induksi apoptosis dilakukan 
dengan metode pewarnaan Annexin V-PI dan dianalisis dengan flow cytometry. 
Kajian molekular juga dilakukan melalui pengamatan protein regulator apoptosis, 
yaitu Bcl-2 dengan metode imunositokimia. Berdasarkan hasil dari MTT assay, sel 
T47D yang diberi perlakuan dengan fraksi etil asetat daun M. oleifera menunjukkan 
aktivitas medium sebagai antikanker dengan nilai IC50 sebesar 243,58 μg/mL. 
Pengujian terhadap apoptosis menunjukkan bahwa fraksi etil asetat daun M. oleifera 
dapat menginduksi apoptosis. Hasil pengamatan dengan imunositokimia 
menunjukkan bahwa pemberian fraksi etil asetat daun M. oleifera mampu 
menurunkan ekspresi protein Bcl-2. 
 
Kata kunci:  Apoptosis, Moringa oleifera, kanker payudara, sel T47D
 
Pendahuluan 
 
Kanker merupakan salah satu penyakit yang menyebabkan angka kematian 
cukup tinggi di Indonesia maupun di dunia. Kanker merupakan pertumbuhan dan 
perkembangan sel yang tidak terkontrol yang terjadi di dalam tubuh. Insidensi 
berbagai jenis kanker mengalami peningkatan di negara-negara berkembang1. 
Kanker payudara menduduki peringkat  pertama kasus kanker dan menjadi 
penyebab kematian akibat kanker yang paling banyak diderita oleh wanita di seluruh 
dunia2. Perkembangan kanker seringkali dijumpai sudah dalam stadium lanjut 
(metastatis) dan melibatkan mekanisme molekuler yang kompleks sehingga 
menimbulkan masalah dalam terapinya3. 
Pengobatan kanker payudara dengan cara kemoterapi merupakan pilihan 
potensial yang banyak dipilih oleh penderita kanker di Indonesia. Akan tetapi, 
pengobatan kanker menggunakan agen kemoterapi cenderung menimbulkan 
kegagalan dikarenakan rendahnya selektifitas obat-obat antikanker4. Maka dari itu, 
usaha penemuan obat antikanker yang aman dan selektif terhadap pengobatan dan 
pencegahan kanker khususnya yang berasal dari tanaman obat perlu dilakukan. 
Tanaman kelor (Moringa oleifera L.) merupakan tanaman dengan batang yang 
lembut yang memiliki buah, akar dan daun yang telah dilaporkan memiliki beberapa 
manfaat dalam industri pengobatan. Tanaman ini telah banyak dilaporkan memiliki 
aktivitas biologis seperti antiaterosklerosis5, penguat imun6, antikardiovaskular7, 
antivirus8,9,10,11, antioksidan12,11,13,14, antimikroba12, antiinflamasi15 dan memiliki 
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aktivitas antitumor terhadap kanker hepato karsinoma, kanker kolon dan kanker 
myeloma16,17,18. Namun, beberapa penelitian umumnya hanya melaporkan aktivitas 
antikanker daun M. oleifera, tetapi tidak pada dasar molekuler dari aktivitas 
antikanker tersebut. Penelitian ini dilakukan untuk mengamati mekanisme selular 
dan molekular yang memperantarai aktivitas sitotoksik fraksi etil asetat daun M. 
oleifera terhadap sel kanker payudara T47D melalui pengamatan induksi apoptosis 
dan pengaruhnya terhadap ekspresi protein regulator apoptosis, yaitu Bcl-2. 
 
Metode 
Alat 
 
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari alat-alat gelas, neraca 
analitik, mikropipet (Gilson), yellow tips, blue tips, tabung konikal (Iwaki), kultur dish, 
haemacytometer (Neubauer), cell counter, mikroskop inverted (Olympus), vortex, 96 
well plate (Nunc), 24 well plate (Nunc), 6 well plate (Nunc), cover slip (Nunc), 
shaker, pinset, jarum, object glass, tabung eppendorf, sentrifugator, inkubator CO2 
(Heraeus), ELISA reader (SLT 240 ATC), laminar air flow cabinet (Labconco), flow 
cytometer FACS-Calibur, vacuum rotary evaporator (Buchi).  
 
Bahan 
 
Bagian daun dari tanaman M. oleifera diperoleh dari Mangunreja, Tasikmalaya. 
Sel kanker payudara T47D diperoleh dari Laboratorium Parasitologi Fakultas 
Kedokteran Universitas Gadjah Mada; pelarut DMSO (Merck); Medium Komplit sel 
T47D yang terdiri dari RPMI (Rosewell Park Memorial Institute) 1640 (Gibco), 
Penicilin-Streptomisin 1% (v/v), FBS (Fetal Bovine Serum) 10% (v/v) (Gibco) dan 
fungizone 0,5% (Gibco); Tripsin-EDTA 0,25%, PBS (Phosphat Buffer Saline), Aqua 
Bidestilata, etanol 70%, reagen MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium 
bromida] (Bio Basic Canada Inc); reagen stopper SDS (Sodium Deodesil Sulfat) 
10%; Propidium Iodida (Roche); Annexin V (Roche); antibodi monoklonal primer Bcl-
2 (Biocare), streptavidin berupa Horse Radish Peroxidase (HRP), 3,3’-
diaminobinzidine (DAB), metanol, larutan hidrogen peroksidase (blocking solution), 
aquades, larutan Maye Haemotoxylin, alkohol, xylol, etanol 96%, etil asetat, n-
heksana, metanol. 
 
Prosedur Rinci 
 
Pembuatan ekstrak 
Daun M. oleifera dicuci dengan air mengalir, lalu dikeringkan dan dihaluskan. 
Serbuk kering kemudian dimaserasi dengan pelarut etanol 96% selama 3x24 jam. 
Ekstrak hasil maserasi kemudian dipekatkan menggunakan vacuum rotary 
evaporator pada suhu 50oC hingga konsistensinya kental. Ekstrak etanol yang telah 
dipekatkan kemudian diekstraksi cair-cair (partisi) menggunakan pelarut air, n-
heksana dan etil asetat. Fraksi etil asetat kemudian dievaporasi menggunakan 
vacuum rotary evaporator untuk menghasilkan residu fraksi etil asetat daun M. 
oleifera. 
 
Uji sitotoksik 
Uji sitotoksik dilakukan dengan metode MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 
diphenyl tetrazolium bromide). Sejumlah 1x104 sel didistribusikan ke dalam sumuran 
pada 96-well plate dan diinkubasi dalam inkubator CO2 5% bersuhu 37˚C selama 
semalam. Fraksi etil asetat daun M. oleifera yang sudah dilarutkan dalam co-solvent 
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DMSO ditambahkan ke dalam sumuran dengan sepuluh seri kadar yaitu 500; 250; 
125; 63,5; 31,25; 15,625; 7,8125; 3,90; 1,95 μg/mL selama 24 jam. Pada akhir 
inkubasi, media dan ekstrak dibuang kemudian sel dicuci dengan PBS. Pada 
masing-masing sumuran lalu ditambahkan 100 μl MTT konsenrasi 0,5 mg/mL. Sel 
diinkubasi kembali selama 4 – 6 jam dalam inkubator CO2 5% bersuhu 37˚C. Sel 
yang hidup akan bereaksi dengan MTT membentuk warna ungu. Reaksi MTT 
dihentikan dengan reagen stopper yaitu SDS 10% dalam HCl 0,01N, lalu diinkubasi 
semalam pada suhu kamar. Serapan dibaca dengan ELISA reader pada panjang 
gelombang 595 nm. 
 
Analisis data: 
Regresi linear antara konsentrasi dan % sel hidup memberikan persamaan y = 
Bx + A yang digunakan untuk menghitung nilai IC50, yaitu konsentrasi yang 
menghambat 50% pertumbuhan sel. 
 
Uji apoptosis: 
Sel T47D ditanam ke dalam 6-well plate dengan kepadatan sel sebesar 1x105 
sel/sumuran. Setelah diinkubasi selama 24 jam di dalam inkubator CO2 5%, sel 
diberi perlakuan fraksi etil asetat daun M. oleifera dengan konsentrasi 300 µg/mL, 
250 µg/mL, 200 µg/mL dan 150 µg/mL kemudian diinkubasi kembali selama 24 jam. 
Setelah diinkubasi, sel dipanen menggunakan tripsin-EDTA 0,25% kemudian 
disentrifugasi pada 2000 rpm selama 3 menit, selanjutnya dicuci dengan PBS 
dingin. Sel diresuspensi dalam 500 mL buffer Annexin V dan kemudian diberi 
perlakuan dengan Annexin V dan Propidium Iodida (PI) selama 10 menit pada suhu 
ruang dan ditempat gelap. 
 
Uji imunositokimia:  
Sel T47D dengan kepadatan 5x104 sel/sumuran ditanam pada cover slips (Nunc) 
dalam 24-well plate (Nunc) sampai 80% konfluen. Setelah itu, plate tersebut diberi 
perlakuan senyawa uji dan diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37oC selama 24 
jam. Selanjutnya, medium diambil dan plate yang berisi sel dicuci dengan PBS. 
Selanjutnya, sel difikasasi dengan metanol dingin selama 10 menit pada suhu 4oC 
kemudian dicuci PBS. Selanjutnya sel diberi larutan hidrogen peroksida (blocking 
solution) pada suhu ruang. Sel kemudian dicuci kembali dengan PBS dan diinkubasi 
dengan prediluted blocking serum (Background Sniper). Selanjutnya, sel dicat 
dengan antibodi primer Bcl-2 dan Cyclin D1 selama 1 jam pada suhu ruang. Setelah 
dicuci kembali menggunakan PBS, antibodi sekunder ditambahkan ke dalam sel dan 
diinkubasi selama 10 menit lalu dicuci dengan PBS. Selanjutnya reagen yang berisi 
kompleks streptavidin-enzim peroksidase ditambahkan dan diinkubasi selama 20 
menit lalu dibuang dan dicuci dengan PBS. Setelah itu, larutan substrat kromogen 
DAB ditambahkan dan diinkubasi selama sepuluh menit. Setelah diinkubasi, reagen 
DAB dibuang lalu dicuci dengan aquades. Selanjutnya larutan Haematoxylin 
ditambahkan ke dalam sumuran lalu diinkubasi selama sepuluh menit dan 
selanjutnya dibuang dan dicuci dengan aquades. Cover slip diangkat dengan pinset, 
kemudian dicelupkan dalam etanol dan dikeringkan. Setelah kering, cover slip 
dicelupkan lagi ke dalam xylol dan dikeringkan kembali. Cover slip diletakkan di atas 
object glass, kemudian ditetesi dengan lem (Mentellan), cover slip lalu ditutup 
dengan cover slip kotak. Ekspresi protein dapat diamati dengan mikroskop cahaya. 
Sel yang mengekspresikan protein Bcl-2 akan memberikan warna coklat/gelap, 
sedangkan yang tidak mengekspresikan protein Bcl-2 akan memberikan warna 
ungu/ biru. 
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Aktivitas Sitotoksik Fraksi Etil Asetat daun M. oleifera terhadap Sel T47D 
Uji sitotoksik dilakukan dengan menggunakan metode MTT. Absorbansi yang 
diukur linier dengan persentase sel hidup. Pengujian ini dilakukan dengan 
pemberian variasi konsentrasi fraksi etil asetat daun M. oleifera sebesar 1,95; 3,90; 
7,8125; 15,625; 31,25; 62,5; 125; 250; 500 μg/mL. Nilai IC50 fraksi etil asetat daun 
M. oleifera yang diperoleh dari pengujian terhadap sel T47D yaitu 243,58 μg/mL. 
Berdasarkan nilai IC50-nya, fraksi etil asetat daun M. oleifera memiliki aktivitas 
kurang aktif sebagai antikanker karena menurut Kamuhabwa19, suatu ekstrak 
dianggap aktif jika memiliki nilai IC50≤100 μg/mL, namun masih dapat dikembangkan 
sebagai antikanker karena suatu ekstrak dianggap tidak aktif jika nilai IC50>500 
µg/mL20. 
Berdasarkan pada pengamatan mikroskopis, pemberian  fraksi etil asetat daun 
M. oleifera mengubah morfologi sel T47D dan menurunkan kerapatan sel. 
Meningkatnya konsentrasi fraksi etil asetat daun M. oleifera yang diberikan terhadap 
sel memberikan pengaruh terhadap perubahan morfologi sel, yaitu sel terlihat 
mengambang, pada bagian pinggir sel berwarna gelap, bagian tengah terlihat 
kosong, kepadatan sel berkurang dan tidak saling menempel (data tidak 
ditampilkan).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2. Grafik persentase viabilitas sel T47D setelah diberi perlakuan dengan 
fraksi etil asetat daun M. oleifera pada berbagai konsentrasi (1,95 
sampai 500 µg/mL) selama 24 jam. Fraksi etil asetat daun M. oleifera 
menghambat pertumbuhan sel bergantung pada konsentrasi, 
menghasilkan nilai IC50 sebesar 243,58 μg/mL. 
 
Pengaruh Fraksi Etil Asetat M. oleifera Terhadap Apoptosis Sel 
Untuk mengetahui mekanisme kematian sel yang disebabkan oleh fraksi etil 
asetat daun M. oleifera dilakukan pengujian dengan analisis flow cytometry. Metode 
flow cytometry yang didahului dengan pewarnaan sel menggunakan Annexin V dan 
PI mampu membedakan sel hidup, apoptosis awal, apoptosis akhir dan nekrosis. 
Perlakuan fraksi etil asetat daun M. oleifera dengan konsentrasi 150, 200, 250 dan 
300 µg/mL terhadap sel T47D menyebabkan terjadinya induksi apoptosis. 
Persentase total sel yang mengalami apoptosis meningkat dari 2,27% menjadi 
14,17%; 56,81%; 75,92% setelah diberi fraksi etil asetat daun M. oleifera 
konsentrasi 150, 200, 250 µg/mL secara berturut-turut, namun mengalami 
penurunan yaitu menjadi 59,52% setelah diberi fraksi etil asetat daun M. oleifera 
konsentrasi 300 ug/mL. Di sisi lain, perlakuan fraksi etil asetat daun M. oleifera 
terhadap sel T47D juga menyebabkan tingginya persentase nekrosis yaitu 85,56%; 
42,50%; 21,50% dan 23,33%. 
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Gambar 2.Pengujian apoptosis menggunakan pewarnaan Annexin V-PI (a) kontrol 
sel, (b-e) sel T47D yang telah diberi perlakuan fraksi etil asetat daun M. 
oleifera. Sel dengan kepadatan 5x105 sel/sumuran didistribusikan ke 
dalam 6-well plate, kemudian diberi perlakuan dengan 150, 200, 250 
dan 300 µg/mL fraksi etil asetat daun M. oleifera. Hasil analisis dengan 
flowcytometry dari masing-masing sel: (a) kontrol sel, (b) 150 μg/mL (c) 
200 μg/mL (d) 250 μg/mL dan (e) 300 μg/mL. R1: sel hidup; R2: sel 
apoptosis awal; R3: sel apoptosis akhir; R4: sel nekrosis. 
 
 
 
 
Pengaruh Fraksi Etil Asetat M. oleifera Terhadap Protein Bcl-2 
Penelusuran jalur apoptosis pada penelitian ini dilakukan melalui pengamatan 
terhadap ekspresi protein Bcl-2 menggunakan metode imunositokimia dengan 
prinsip pengikatan antibodi spesifik. Gambar 3 secara visual menunjukkan bahwa 
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sitoplasma sel perlakuan uji mempunyai warna biru yang berbeda dengan dengan 
kontrol sel dengan antibodi spesifik Bcl-2 yang berwarna coklat. Warna biru tersebut 
terlihat lebih banyak diekspresikan seiring dengan meningkatnya konsentrasi fraksi 
etil asetat daun M. oleifera yang diberikan. Hal ini menunjukkan bahwa telah terjadi 
penurunan ekspresi Bcl-2 karena pemberian fraksi etil asetat daun M. oleifera. 
Penurunan ekspresi protein ini semakin meningkat seiring dengan meningkatnya 
konsentrasi fraksi etil asetat yang diberikan. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 3. Penentuan ekspresi Bcl-2 pada sel T47D yang telah diberi perlakuan 
dengan fraksi etil asetat daun M. oleifera menggunakan metode 
imunositokimia. (a) kontrol sel, (b) fraksi etil asetat daun M. oleifera 
150 μg/mL (c) 200 μg/mL dan (d) 250 μg/mL. 
  
Pembahasan 
 
Pemberian fraksi etil asetat daun M. oleifera terhadap sel kanker payudara 
T47D menginduksi kematian sel secara apoptosis. Persentase total sel apoptosis 
meningkat seiring dengan meningkatnya konsentrasi fraksi etil asetat daun M. 
oleifera yang diberikan. Temuan ini sesuai dengan hasil penelitian yang dilakukan 
oleh Tiloke21 bahwa ekstrak daun M. oleifera memiliki aktivitas antiproliferatif 
terhadap sel kanker paru A549 dan dapat menginduksi apoptosis melalui 
peningkatan protein p53. 
Sel T47D merupakan sel kanker payudara yang memiliki karakteristik caspase 2 
wildtype, caspase 7 wildtype, ER/PR positif dan p53 mutant22. Pada sel T47D, 
induksi apoptosis yang terjadi dimungkinkan tidak melalui mekanisme p53. Oleh 
karena itu, diperlukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui mekanisme 
molekular yang memperantai terjadinya apoptosis. Pada penelitian ini dilakukan 
pengamatan pada salah satu protein antiapoptosis, yaitu Bcl-2. 
Protein proapotosis seperti Bax dan Bak dapat menginduksi pelepasan sitokrom 
c yang bersama dengan Apaf-1 menginduksi apoptosis melalui aktivasi caspase. 
Namun, keberadaan Bcl-2 sebagai protein antiapoptosis beraksi kebalikan23,24. 
Dengan adanya efek penurunan terhadap ekspresi protein Bcl-2, semakin 
meyakinkan bahwa fraksi etil asetat daun M. oleifera berpotensi sebagai agen 
antikanker. 
Protein Bcl-2 merupakan salah satu jenis protein anti apoptosis yang terlibat 
dalam proses apoptosis. NFkB dari downstream PI3K/Akt merupakan faktor 
transkripsi yang penting dalam transkripsi protein anti apoptosis seperti Bcl-2, IAP 
dan Bcl-xL25. Terjadinya penurunan ekspresi Bcl-2 pada penelitian ini diduga 
karena adanya penghambatan jalur PI3K/Akt/NFkB. Hal ini berkorelasi dengan 
hasil penelitian dari Berkovich26 yang menyatakan bahwa ekstrak daun M. oleifera 
telah dilaporkan mampu menghambat faktor transkripsi NF-kB pada sel Panc-1. 
Penekanan ekspresi protein Bcl-2 ini dapat menyebabkan terjadinya induksi 
(a) (b) (c) (d) 
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apoptosis karena pelepasan sitokrom c oleh mitokondria menjadi tidak terhambat 
yang kemudian dapat mengaktivasi jalur caspase. 
Proses apoptosis tetap terjadi meskipun hasil visualisasi dari imunositokimia 
menunjukkan bahwa penurunan ekspresi protein Bcl-2 yang diinduksi oleh fraksi 
etil asetat daun M. oleifera tidak terlalu signifikan. Apoptosis yang terjadi 
kemungkinan melibatkan adanya peningkatan ekspresi protein proapoptosis 
seperti Bax dan Bak27. Oleh karena itu, perlu penelitian lebih lanjut untuk 
mengetahui pengaruh pemberian fraksi etil asetat daun M. oleifera terhadap 
ekspresi protein proapoptosis. 
 
Kesimpulan 
Fraksi etil asetat daun M. oleifera memiliki aktivitas antikanker pada sel kanker 
payudara T47D dengan nilai IC50 sebesar 243,58 μg/mL melalui induksi apoptosis. 
Perlakuan pada sel T47D dengan fraksi etil asetat daun M. oleifera juga dapat 
menurunkan ekspresi protein Bcl-2. 
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